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摘要 : AMS AE, WIAA Mythimna separata 幼虫 脑 提 取 物 中 咽 侧 体 静 止 激素 《Allato- 
satin AS) 样 的 活性 物质 。 发 现 粘 虫 幼虫 脑 中 含有 AS 样 的 活性 物质 ， 可 抑制 离 体 咽 侧 体 〈Cor- 
pora alata，CA) 的 保 幼 激素 (Juvenile hormone JH) 的 生物 合成 。 用 1 个 脑 当 量 的 幼虫 脑 提取 
物 ， 对 CA 的 JE 合成 的 抑制 率 达 51%。 人 幼虫 脑 提取 物 经 胰 各 白 酶 水 解 后 ，AS 活 性 显著 降低 ， 表 
明 幼 虫 脑 中 的 活性 物质 是 肽 类 或 重 白 质 类 物质 。 

幼虫 脑 提取 物 用 Sep-Pak 柱 初步 纯化 ， 有 活性 的 组 分 经 高 压 液 相 色 谱 CHPLC) 分 离 ， 洗 脱 组 
分 的 AS 活性 测定 表明 ， 有 AS 活性 的 组 分 主要 集中 在 组 分 1 一 20 和 组 分 30 一 60， 其 中 对 离 体 CA 
的 JE 合成 的 抑制 大 于 50% 的 组 分 有 3、5、11、40、54 和 60。 


关键 词 : 粘 虫 ; 咽 侧 体 静 止 激素 ;， MRD, 高 压 液 相 色 谱 
中 图 分 类 号 : Q965 文献 标识 码 : A 


保 纺 激素 《Juvenile hormone, JH) 是 由 咽 侧 体 (Corpora allata, CA) 产生 的 ， 在 大 多 数 
昆虫 中 ，JH 合成 的 调节 不 仅仅 是 幼虫 的 生长 所 需 ， 而 且 是 成 虫 的 发 育 所 需 ， 特 别 是 唆 成虫 的 
卵黄 香 白 的 合成 。 它 的 合成 是 受 源 于 脑 的 神经 内 分 泌 细 胞 分 泌 的 神经 肽 类 激素 一 一 咽 侧 体 活 
化 激素 CAllatotropin, AT) 和 咽 侧 体 静止 激素 CAllatostatin，AS) 调控 的 ， 分 别 对 CA 的 JH 
合成 起 促进 和 抑制 作用 。 自 Woodhead 等 [1 最 早 从 太平 洋 折 翅 Diplopiera punctata 的 脑 中 
分 离 鉴定 出 4 种 由 8~13 个 氨基 酸 组 成 的 As 以 来 ， 人 们 利用 分 离 纯 化 和 分 子 克 隆 技术 ， 陆 
续 从 太平 洋 折 翅 虹 以 及 其 它 种 类 的 费 虹 中 分 离 出 一 系列 相似 的 AS 21， 这 些 AS 都 具有 共同 的 
C- 末 端 序列 Tyr/Phe-Phe-Gly-Leu/lleNEP。 目 前 已 知 结构 的 AS ERR EEH RRS, 
Se BBR ANI Manduca sexta 中 分 离 出 一 种 非 酰胺 化 的 AS. 

KLEER AE Mythimna separata 幼虫 脑 中 ASs 样 的 活性 物质 ， 用 高 压 液 相 色谱 
(High-pressure liquid chromatography, HPLC) 技术 分 离 粘 虫 末 龄 幼虫 脑 提 取 物 ， 用 放射 化 学 
的 方法 测定 各 分 离 组 分 对 离 体 CA 的 JH 合成 的 抑制 能 


1 材料 和 方法 


1.1 昆虫 
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在 常规 的 养 虫 条 件 下 饲养 粘 虫 ， 幼 虫 用 人 工 饲料 群体 饲养 4， 成 虫 咀 10% 的 糖水 。 
1.2 脑 粗 提 物 的 制备 

分 批 摘 取 末 龄 幼虫 脑 共 900 头 ， 解 剖 和 提取 均 在 0.9% NaCl 溶液 中 进行 。 每 组 取 50 ~ 
100 个 脑 ， 于 1.5 mL 的 Eppendorf 管 中 ， 用 0.9% NaCl 溶液 (10 nL/ 脑 ) 进行 色 浆 ， 勾 浆液 
于 沸水 浴 中 者 沸 5 min，5 000 r/min 离心 10 min， 取 上 清 液 ，- 80 亿 保存 ， 供 进一步 纯化 用 。 
1.3” 脑 提取 物 经 Sep-Pak 柱 初 步 纯 化 

幼虫 的 脑 提 取 物 经 Sep-Pak 柱 初步 纯化 ， 具 体 步骤 如 下 《流速 为 1 mL/h): (1) RH Cs 
Sep-Pak 柱 的 预 处 理 ， 依 次 用 5 mL 含 0.1% 三 气 乙 酸 (TFA) 90.1% FIRS ASA (BSA) 
溶液 ，5 mL 含 0.1% TFA 817% LARRA S mL 0.1% TFA 溶液 洗 柱 子 ; (2) 装填 ， 每 个 
Sep-Pak 柱 装填 250 个 脑 当 量 的 幼虫 脑 提 取 物 ， 重 复 3 次 ; (3) 洗 脱 ， 依 次 用 5 mL 0.1% 
TFA 溶液 ，5 mL & 0.1% TFA 的 17% LARRA 3 mL 含 0.1% TFA 的 40% ZAR. He 
RE AS 活性 的 组 分 ， 经 N, 流 吹 去 挥发 性 物质 ， 然 后 冷冻 干燥 ，- 80 保存 ， 供 HPLC 分 
离 。 
1.4 HPLC 分离 

来 自 上 述 步 又 的 相当 于 250 个 脑 当 量 的 含 AS 活性 的 洗 脱 组 分 ， 用 0.1%TFA 溶液 稀释 至 
250 pL， 装填 到 3.9 mm X150 mm 的 反 向 Cis 柱 (填料 颗粒 5 jm， 孔径 90Å, Waters 公司 ) 
E, HPLC 是 在 自动 梯度 控制 器 Waters 600E 型 和 486 型 检测 器 上 进行 。 溶剂 A 为 0.1% 
TFA 水 溶液 ， 溶 剂 B 为 0.1% TFA 的 80% 的 甲醇 溶液 ， 洗 脱 梯度 为 5% 到 95% B 液 60 min, 
95% B 液 10 min， 流 速 为 1 mL/min， 洗 脱 组 分 的 检测 波长 为 280 nm。 按 每 分 钟 收集 洗 脱 组 
分 ， 然 后 进行 AS 活性 测定 。 
1.5 用 于 活性 测定 的 各 分 离 组 分 的 储存 和 制备 

经 HPLC 分 离 的 甲醇 洗 脱 组 分 〈 含 0.1% TRA) 储存 在 80° 或 立即 分 析 。 用 于 活性 测定 
的 组 分 ， 取 一 定量 转移 到 1.5 mL 含 10 pL 0.1% BSA 的 离心 管 中 ，N, 吹 干 ， 生 测 时 用 1 
mol/L HCI 10 pL 重新 悬浮 ， 加 入 适量 的 培养 少 ， 再 用 1 mol/L NaOH 中 和 ， 进 行 CA 的 培养 。 
1.6 AS 活性 的 测定 

幼虫 脑 提 取 物 及 经 Sep-Pak 柱 和 HPLC 分 离 所 收集 的 各 组 分 中 AS 样 物质 的 活性 测定 ， 采 
用 离 体 放射 化 学 的 方法 ， 即 对 离 体 CA 合成 IH 能 力 的 影响 。 按 Feyerensen 和 TobelS]. Tobe 
Al Clarkt5] 的 方法 并 加 以 改进 。JH 合成 是 以 L-GH- 甲 基 ) EAR CEI 200 mci/mmol, NEN 
公司 ) 的 括 入 来 检测 的 ， 用 异 辛 烷 提 取 IH 之 前 ， 将 CA 从 培养 液 中 移 去 ， 合 成 速率 代表 释放 
到 培养 液 中 的 标记 激素 。CA 在 50 nL 含 3H- 甲 基 香 毛 酸 〈 最 终 浓 度 为 50 umol/L) 的 TC199 
培养 液 中 培养 3h 来 估计 正常 的 合成 速率 ， 然 后 将 CA 移 到 含有 脑 提 取 物 或 各 分 离 组 分 的 培养 
液 中 再 培养 3 np， 作为 JH 合成 的 处 理 速率 ， 则 JH 合成 速率 变化 的 百分比 为 《1 - 处 理 速率 / 
正常 速率 ) x100% ， 来 表示 CA 被 抑制 的 程度 。 
1.7 ARS ARH ATER AS 活性 物质 的 影响 

幼虫 的 脑 提 取 物 与 胰 蛋 白 酶 溶液 (0.01 mol/L TrisHCl BPR. pH7.8. RREA 
1 mg/L) 一 起 ，37 已 温 育 4 h， 然 后 将 上 述 混合 液 煮沸 20 min， 使 多 余 的 酶 失 活 ， 检 测 AS 的 
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2 结果 


2.1 未 龄 幼虫 脑 提 取 物 抑制 CA 合成 JH 的 剂量 反应 

从 图 1 可 以 看 出 ， 末 龄 幼虫 脑 中 含有 AS 样 的 活 
性 物质 ， 当 培养 液 中 的 脑 提 取 物 的 含量 小 于 1 个 脑 当 
量 时 ， 对 CA 合成 JH 的 抑制 不 明显 ， 抑 制 率 在 30% 
以 下 。 而 在 培养 液 中 脑 提 取 物 的 浓度 达到 1 个 脑 当 量 
时 ， 对 CA 合成 TH 的 抑制 为 51%， 非 常 显 着， 和 骨 增 
加 脑 提 取 物 的 浓度 ， 到 5 个 脑 当 量 时 ， 抑 制 率 为 ; 
61% f íJ ] eg 4 
2.2 胰 蛋 白 酶 对 脑 提 取 物 中 AS 活性 物质 的 影响 Brais equivalents 

用 胰 和 蛋白 酶 对 末 龄 幼虫 脑 提 取 物 进行 水 解 ， 然 后 图 1 粘 虫 幼虫 脑 提取 物 对 CA 
与 粘 虫 成 虫 CA 共同 培养 。 从 表 1 可 以 看 出 ， 幼 虫 脑 抑制 的 剂量 反应 
提取 物 经 胰 息 和 白 酶 水 解 后 ， 对 CA 合成 JH 的 抑制 显 Fig.1 Dose-response inhibition of CA 
著 降 低 ， 抑 制 率 由 原来 的 54.5% (5 个 脑 当 量 ) 降 为 activity by extracts of last instar 
20%。 说 明 幼 忠 脑 提 取 物 中 AS 样 的 活性 物质 对 胰 和 蛋 larvae brains [rom M. separata 
白 酶 是 敏感 的 ， 即 这 种 活性 物质 是 肽 类 或 蛋白 质 类 的 FNRA S~8 TEE Each point is the mean 


from 5 to 8 replications 


2 


J 
! 
i 
; 
eH 
\ 
1 
1 
\ 
\ 
\ 
èe 


= 





EE 
Inhicction af JE svaticsis (oi 
® 





物质 。 
1 REAR DA BAER AS 活性 的 影响 
Table 1 Effect of trypsin on the AS activity of the brain extracts from the larvae M. separata 

处 理 每 对 CA AY JH GARE Cpmol/h) 抑制 率 《〈9% ) 

Treatment Rate of JH synthesis per pair of CA Inhibition 
XÍ RE Control 19.31 41.99* 
脑 提 取 物 Brain extracts 4.71 +0.6* 54.48 45.82 
脑 提 取 物 + FRE AAS Brain extracts + Trypsin 8.274 9.89* 19.844 2.65 


* BR 6% (6 replications) 


2.3 HPLC 的 分 高 

粘 虫 幼虫 脑 提 取 物 用 反 相 Cg Sep-Pak 柱 初 步 纯 化 ， 经 0.1% TFA 水 溶液 ，0.1% TFA 
BY 17% Zin FI 0.1% TEA 的 40% 乙 且 依 次 洗 脱 ， 用 放射 化 学 的 方法 进行 AS 活性 测定 ， 发 现 
AS 样 的 活性 物质 主要 集中 在 40% CIR. CRIA ABA AS 活性 的 组 分 进行 HPLC 的 
分 离 。 

HPLC 的 分 离 用 反 相 Cs 柱 ， 甲 醇 溶液 的 梯度 洗 脱 ， 样 品 分 离 的 色谱 图 见 图 2。 
2.4 经 HPLC 分 离 后 各 洗 脱 组 分 的 AS 活性 测定 

由 图 3 可 以 看 出 ， 经 反 向 Cis 柱 HPLC 分 离 ， 用 相当 于 5 个 脑 当 量 的 洗 脱 组 分 ， 对 未 交配 
HERE CA 的 活性 测定 表明 ， 含 有 AS 活性 的 洗 脱 组 分 主要 集中 在 组 分 1 一 20， 甲 醇 浓 度 为 
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5.2% ~28%; 组 分 30 一 60， 甲 醇 浓度 为 40% 一 76%。 在 组 分 1 一 20 中 ， 对 JE 合成 的 抑制 大 
于 50% 的 有 组 分 3、5 和 11， 在 组 分 30 一 60 中 ， 对 JE 合成 的 抑制 大 于 50% 的 有 组 分 400、54 
和 60。 而 在 组 分 20 一 30， 甲 醇 浓度 为 28% 一 40% 中 ， 表 现 出 对 CA AR JH 的 促进 作用 ， 其 
中 组 分 22 和 24， 能 使 CA 合成 JH 的 能 力 提高 60% 以上。 
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图 2 粘 虫 幼虫 脑 提 取 物 经 反 相 Cig 柱 HPLC 分 离 的 色谱 图 
Fig.2 Separation of brain extracts of last instar larvaeM. separata by HPLC 
with a reverse-phase Cg column and linear methanol gradient 


进 样 量 为 250 pL Ê 250 个 粘 虫 幼虫 脑 当 量 Injection with 250 brain equivalents/250 pL 
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图 3 粘 虫 幼虫 脑 经 HPLC 分 离 后 各 洗 脱 组 分 对 JH 合成 的 抑制 率 
Fig.3 Inhibition of JH synthesis by the fractions from HPLC with brain extracts from 


last instar larvae of M. separata 


3 讨论 


粘 虫 末 龄 幼虫 脑 提 取 物 对 CA 合成 JH RET FE AS AA, AROS oh AB HP FE EME CA 合成 JH 
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的 AS 样 的 活性 物质 ， 并 且 对 胰 蛋 白 酶 敏感 ， 经 胰 蛋 白 酶 水 解 后 ，AS 样 的 活性 明显 降低 ， 这 
一 点 与 Granger 等 ("在 M. sexta 幼虫 脑 中 发 现 有 AS 活性 的 神经 肽 的 结果 一 致 。 

来 自 幼虫 脑 的 提取 物 经 一 次 HPLC 分 离 后 ， 有 AS 活性 的 组 分 主要 分 布 在 甲醇 浓度 为 
5.2% ~28% (484+ 1~20) 和 40% 一 76% 〔 组 分 30 一 60)。 在 组 分 30 一 60 中 ， 对 离 体 CA 的 
JH 合 成 抑制 率 大 于 50% 的 组 分 有 40. 54 和 60， 正 好 落 在 已 知 肽 ， 促 黄体 激素 释放 激素 
(Luteinizing hormone-releasing hormone, LHRH) 和 生长 激素 抑制 素 -14 CSomatostatin-14) 以 
同样 的 甲醇 梯度 ， 经 HPLC 分 离 后 的 出 峰 时 间 范 围 内 ， 它 们 的 保留 时 间 分 别 为 39.6 min 和 
54.5 mine Woodhead 等 [在 用 HPLC 分 离 和 纯化 太平 洋 折 码 虹 的 As 时 ， 用 已 知 肽 LHRH 和 
Somatostatin-14 作 标 准 来 标记 含 AS 活性 的 组 分 的 保留 时 间 。 因 此 我 们 的 结果 也 证 实 了 这 一 
点 。 所 不 同 的 是 在 组 分 1 一 20 中 也 有 AS 的 活性 物质 存在 ， 其 中 抑制 率 大 于 50% 的 组 分 有 3、 
5 和 11， 主 要 集中 在 前 十 几 分 钟 内 。 而 Woodhead 等 分 离 太平 洋 折 翅 景 的 AS 时 ， 认 为 第 一 次 
HPLC 的 洗 脱 组 分 1~10 没有 AS 活 性， 所 以 组 分 1 一 10 的 AS 活 性 没有 检测 。 粘 忠 幼 忠 脑 提 
取 物 经 HPLC 分 离 ， 有 高 抑制 活性 的 组 分 须 进行 下 一 步 的 分 离 纯 化 ， 以 期 能 弄 清 AS 的 结构 。 

有 趣 的 是 ， 幼 虫 脑 提 取 物 经 第 一 次 HPLC 分 离 ， 甲 醇 浓度 在 28% ~40% 〔 组 分 20~30) 
范围 内 的 洗 脱 组 分 表现 出 对 CA 合成 JH 的 促进 作用 。 有 研究 表明 ，AS 和 AT 可 存在 于 不 同 
PHBA, WERE RMB AMES, PHARM RRYAR RBM REE. WE 
M. sexta 中 ， 已 从 成 虫 脑 中 分 离 出 一 种 AT8]， 从 被 成 虫 脑 中 分 离 出 一 种 ASS, AURERE 
幼虫 脑 中 证 明 有 AS 活性 物质 存在 [71， 这 一 点 也 表明 鳞 妃 目 昆 虫 神经 肽 类 激素 对 CA 的 调控 比 
较 复杂 。 我 们 对 粘 忠 幼 忠 脑 的 分 离 ， 其 分 离 组 分 表现 出 既 有 AS 的 活性 ， 又 有 AT 的 活性 ， 说 
明 对 某 些 昆虫 来 说 ，AS 和 AT 可 能 同时 存在 ， 如 果 AS 的 作用 大 于 AT， 则 表现 出 对 JH 合成 
的 抑制 ， 和 否则 则 对 JH 的 合成 起 促进 作用 。 因 此 AS. AT 在 个 体 发 育 中 的 消长 规律 和 生理 作 
用 有 待 进一步 研究 。 
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Preliminary isolation and purification of allatostatin 
from Mythimna separata 


OUYANG Ying-chun; TANG Shuang: GUAN Xue-chen; FANG Yu-ling 
(State Key Laboratory of Integrated Management of Pest Insects and Rodents; Institute of Zoology; 
the Chinese Academy of Sciences: Beijing 100080; China) 


Abstract: In this report, a preliminary isolation of AS from the brains of larvae, Mythimna separata» is 
described. The AS-activity material which can inhibit JH synthesis by CA occurs in the brains of last in- 
star. The ability of brain extract to inhibit JH synthesis in vitro was tested by radiochemical assay. Using 
1 brain equivalent, 51% inhibition of JH synthesis was achieved. If the brain extract was pretreated with 
trypsin» the inhibitory effect of the extract was greatly reduced. Assays of fractions from the reversal-phase 
Cig column of HPLC separation showed that materials with AS activity were eluted between 5.2% to 28% 
methanol (fraction 1~20), and between 40% to 76% methanol (fraction 30~60). Assays of fractions 
3, 5, 11, 40; 54 and 60 using 5 brain equivalents per pair of CA showed >50% inhibition of JH synthe- 


sis. Further purification of the fractions from the Cig column with allatostatie activity is in progress. 


Key words: Mythimna separata: allatostatin; brain extracts HPLC 


